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=55 (54) Title: POLYEPITOPIC PROTEINIC FRAGMENTS OF E6 AND E7 HPV PROTEINS, PRODUCTION AND USE THEREOF 
IN VACCINES 

(54) Titre: FRAGMENT PROTEIQUES POLYEPITOPIQUES DES PROTEINES E6 ET E7 DE HPV, LEUR OBTENTION ET 
C<l LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT EN VACCINATION 
< 

^ (57) Abstract: The invention relates to the use of polyepitopic fragments of a determined protein in the production of medicaments 
fT} for preventing or treating pathologies in which said protein is recogmzed by the cellular immune system. Said fragments are chosen 
f^) from E6 and E7 HPV proteins. The invention also relates to polyepitopic proteinic fragments of E6 and E7 HPV proteins, a method 
for the production and the use thereof in the field of vaccination. 



(57) Abrege: La presente invention a pour objet rutilisation de fragments polyepitopiques d'une proteine determinee pour la pre- 
paration de medicaments destines a la prevention ou au traitement de pathologies dans lesquelles ladite proteine est reconnue par le 
systeme immunitaire cellulaire, lesdits fragments polyepitopiques etant choisis parmi ceux des proteines E6 et E7 de HPV. L' inven- 
tion a egalement pour objet des fragments proteiques polyepitopiques des proteines E6 et E7 de HPV, leur procede d'obtention, et 
leurs utilisations, notamment dans le domaine de la vaccination. 
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FRAGMENTS PROTEIQUES POLYEPITOPIQUES DES PROTEINES E6 ET 
E7 DE HPV, LEUR OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT 
EN VACCINATION 



La presente invention a pour objet des fragments proteiques polyepitopiques, tels 
que ceux des proteines E6 et E7 des papillomavirus humains, ou de la proteine p53 
humaine, leur precede d'obtention, et leurs utilisations, notamment dans le domaine de 
la vaccination therapeutique ou preventive. 

10 L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation de fragments 

polyepitopiques d'une proteine determinee pour la preparation de medicaments destines 
a la prevention ou au traitement de pathologies dans lesquelles ladite proteine est 
reconnue par le systeme immunitaire cellulaire. 

Avantageusement, lesdits fragments polyepitopiques sont tels que leur acide 

15 amine N-terminal correspond a Vacide amine N-terminal de l'epitope situe en amont 

d'un ou plusieurs autres epitopes d'une region polyepitopique de ladite proteine, et leur 
acide amine C-terminal correspond a l'acide amine C-terminal de l'epitope situe en aval 
du ou des epitopes susmentionnes de ladite region polyepitopique. 

Ainsi, les fragments proteiques polyepitopiques susmentionnes de la presente 

20 invention correspondent avantageusement aux regions polyepitopiques d'une proteine 

determinee, a savoir aux regions contenant plusieurs epitopes reconnus par les cellules 
T en association avec les differentes molecules du complexe majeur d'histocompatibilite 
(CMH), lesdites regions etant selectionnees parmi celles ayant la caracteristique d'etre 
degradees in vitro en peptides plus courts par des proteasomes, tel que le proteasome 

25 20S, lorsque le fragment proteique teste est mis en presence dudit proteasome, 

notamment selon la methode detaillee suivante. Le fragment proteique (environ 75 jug 
lorsqu'il s'agit d'un polypeptide d f environ 30 acides amines) est incube a 37°C avec 
environ 15p.g de proteasome 20S (Calbiochem Ref 539150, La Jolla, CA, USA) dans 
500 nl du tampon suivant : 20 mM Tris-HCl pH8, 0,5 mM EDTA. Des aliquots de 50 \i\ 

30 sont preleves apres des temps d'incubation de 24 et 48 heures, et sont analyses par 

chromatographic liquide haute pression (HPLC). Les produits de digestion des 
proteasomes sont separes par RP-HPLC (Perkin Elmer) en utilisant une colonne CI 8 et 
un gradient acetonitrile (de 0 a 100 % contenant 0,1 % d f acide trifluoroacetique, en 90 
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mn, taux d'elution 0,8 ml/mn). Les produits de clivage sont detectes a 214 nm par un 
detecteur a absorption (759A, Applied Biosystems). 

Avantageusement les regions polyepitopiques definies ci-dessus possedent la 
caracteristique de contenir des acides amines hydrophobes. 
5 Les differents epitopes de la region polyepitopique de la proteine deteiminee, et 

delimitant les fragments proteiques polyepitopiques, sont avantageusement selectionnes 
parmi les peptides ; 

- se liant a une molecule determinee du CMH, notamment a une molecule de type 
HLA determine, et ce jusqu'a des concentrations d'environ 10" 6 M a environ 10" 10 M en 

10 peptide pour des concentrations d'environ 10 M en molecule HLA, notamment dans 

les conditions decrites ci-apres, 

- et formant un complexe stable avec cette molecule du CMH, a savoir notamment 
un complexe dans lequel ledit peptide reste lie a ladite molecule pendant au moins 
environ 3 heures a 37°C. 

15 A titre d'illustration, les epitopes susmentionnes de l'invention sont selectionnes 

parmi les peptides susceptibles : 

- d'une part de s'associer avec les molecules du CMH, notamment par mise en 
oeuvre de la methode suivante : 

. incubation (notamment pendant environ 2 heures a 25°C, puis environ 15 
20 heures a 4°C) du peptide en presence de molecules du CMH, provenant de la lyse de 

cellules humaines ou animales, ou purifiees notamment par chromatographie d'affinite a 
partir de lignees cellulaires humaines ou animales, 

. piegeage des complexes formes lors de l'etape precedente sur un support 
solide recouvert d'un premier anticorps, notamment monoclonal, reconnaissant 
25 specifiquement les molecules du CMH dans leur conformation dependante de leur 

liaison audit peptide, 

. addition sur le support solide precedent d'un deuxieme anticorps marque, 
notamment par couplage a un marqueur radioactif, enzymatique ou fluorescent, ledit 
anticorps marque reconnaissant specifiquement soit les chaines lourdes du CMH dans 
30 leur conformation dependante de leur liaison au peptide, soit la chaine legere du CMH 

ou la p2-microglobuline se liant specifiquement aux differentes chaines lourdes du 
CMH dans leur conformation susmentionnee, 
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. detection, apres tillage du support solide, de l'eventuelle presence du 
deuxieme anticorps marque reste fixe sur le support solide, temoignant d'un effet 
d'association entre les molecules du CMH et le peptide etudie, 

- et, d'autre part, de former un complexe avec lesdites molecules du CMH, dont la 
5 stabilite peut etre evaluee par mise en oeuvre d'une methode de suivi dans le temps de la 

liaison etablie entre le peptide et les molecules du CMH, cette methode etant 
avantageusement effectuee selon un protocole identique a la methode precedente, mais 
dans laquelle l'etape d'incubation du peptide en presence des molecules du CMH sur le 
support solide recouvert dudit premier anticorps, est precedee par une etape prealable 
10 d' elimination du peptide libre susceptible d'etre present dans le milieu reactionnel, 

notamment par lavage du support solide, ladite etape d'incubation etant effectuee 
(avantageusement a une temperature de 37°C) pendant des temps variables de lh, 3h, 
5h, 24h et 48h. 

Comme mentionne ci-dessus, les epitopes de l'invention doivent etre reconnus par 
15 les cellules T en association avec les molecules du CMH et s'associer a ces dernieres, 

notamment dans le cadre de la mise en ceuvre du test de reconnaissance decrit ci-dessus. 
Cette association peut etre faible (detectable a des concentrations en analogues 

peptidiques de l'ordre de 10~ 4 a 10~ 5 M), intermediaire (detectable a des concentrations 
en analogues peptidiques de l'ordre de 10" 6 a 10 -7 M), ou forte (detectable a des 
20 concentrations en analogues peptidiques de l'ordre de 10"8 a 10"^ M). Les peptides 

associes aux molecules du CMH dans le cadre de la presente invention sont de 
preference susceptibles de se lier pendant au moins environ 3 heures auxdites molecules 
duCMH. 

L'invention a plus particulierement pour objet les epitopes (encore designes 
25 peptides ci-dessus et ci-apres) tels que decrits ci-dessus et caracterises en ce qu'ils sont 

selectionnes parmi ceux susceptibles : 

d'induire in vitro la cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques, de cellules 
cibles presentant a leur surface le peptide susmentionne associe aux molecules du CMH, 
lesdits lymphocytes T cytotoxiques etant avantageusement preleves sur un patient 
30 atteint d'une pathologie dans laquelle est implique le peptide etudie, 

et d'induire in vitro la secretion de cytokines (ou interleukines) par les 
lymphocytes T cytotoxiques susmentionnes, notamment IL-2, IL-4 ou l'interferon y. 
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Le cas echeant, les epitopes susmentionnes sont choisis parmi ceux capables 
d'induire in vitro l'apparition et la croissance de lymphocytes T cytotoxiques a partir de 
cellules humaines ou animates, notamment a partir de cellules mononucleees issues du 
sang peripherique (PBMC), en presence de facteurs necessaires a la croissance et la 
5 differentiation des cellules T cytotoxiques. 

Les fragments proteiques polyepitopiques de l'invention sont davantage 
caracterises en ce qu'ils sont susceptibles de contenir des epitopes CD4 reconnus par les 
cellules T auxiliaires en association avec les molecules du CMH de classe II, cette 
propriete favorisant l'induction et le maintien des cellules T CD8 + reconnaissant les 

10 epitopes compris dans lesdits fragments. 

La presente invention est illustree a 1'aide des figures 1 et 2 representant 
respectivement les sequences peptidiques de la proteine E6 et E7 de la souche 16 des 
papillomavirus humains (HPV 16), ainsi que les fragments polyepitopiques de 
l'invention, et les epitopes au sein de ces fragments. 

15 L'invention a plus particulierement pour objet les fragments polyepitopiques de la 

proteine E6 ou E7 d'HPV, et plus particulierement ceux de la proteine E6 representee 
sur la figure 1, ou par SEQ ID NO : 2, ou de la proteine E7, representee sur la figure 2, 
ou par SEQ ID NO : 1 1, de HPV 16, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence 
peptidique d'environ 15 a environ 30 acides amines, cette sequence peptidique 

20 contenant les sequences en acides amines d'au moins 3 epitopes differents, et de 

preference d'au moins 4 epitopes differents se liant de fa?on stable a des molecules 
HLA de type identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation 
enzymatique de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte 
qu'au moins 4 molecules HLA de differents types, et de preference au moins 5 

25 molecules HLA de differents types, se lient a ces epitopes, ces 4 ou 5 molecules HLA 

etant choisies parmi celles de type Al, A2, A3, Al 1, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, 
B44, B51,etB62. 

Avantageusement, les fragments polyepitopiques selon Tinvention sont tels que le 
nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est superieur ou egal a 17, et 
30 inferieur ou egal a 30. 

L'invention conceme plus particulierement les fragments polyepitopiques de la 
proteine E6 de HPV definis ci-dessus, caracterises en ce qu'ils comprennent une 
sequence peptidique d'environ 15 a 30 acides amines, cette sequence peptidique 
contenant les sequences en acides amines d'au moins 5 epitopes differents, et de 
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preference d'au moins 6 epitopes differents se liant de fa9on stable a des molecules 
HLA de type identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation 
enzymatique de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte 
qu'au moins 6 molecules HLA de differents types, et de preference au moins 7 
5 molecules HLA de differents types se lient a ces epitopes, ces 6 ou 7 molecules HLA 

etant choisies parmi celles de type Al, A2, A3, All, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, 
B44, etB51. 

Avantageusement, les fragments polyepitopiques de la proteine E6 selon 
1'invention, sont tels que le nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est 

10 superieur ou egal a 20 (de preference superieur ou egal a 22), et inferieur ou egal a 30. 

Avantageusement encore, les fragments polyepitopiques susmentionnes de la 
proteine E6 de HPV, sont caracterises en ce qu'ils comprennent tous un epitope se liant 
a la molecule HLA de type B35, un epitope se liant a la molecule HLA de type B44, et 
un epitope se liant a la molecule HLA de type B5 1 . 

15 L'invention a plus particulierement pour objet, le fragment polyepitopique de la 

proteine E6 de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
fragment de 30 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 15 et 
44 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, et caracterise par la sequence 
peptidique SEQ ID NO : 4 suivante : 

20 (1 5)RPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQL(44) 

ledit fragment contenant 9 epitopes se liant de fa(?on stable a l'une au moins des 8 
molecules HLA de types suivants : A2, All, A29, B7, B8, B35, B44, ou B51, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

- (15)RPRKLPQL(22) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 
25 - (1 8)KLPQLCTEL(26) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B51, 

- (21)QLCTELQTTI(30) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTMDI(33) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (29)TIHDIILRCV(38) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A2, 
30 - (33)IILECVYCK(41) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al 1, 

- (35)LECVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (37)CVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8. 

L'invention conceme egalement le fragment polyepitopique de la proteine E6 de 
HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 
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acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 62, ou au 
fragment de 22 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 
67 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant 
caracterise par la sequence peptidique SEQ ED NO : 6 suivante : 
5 (46)RREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY(67) 

ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fapon stable a Tune au moins des 10 
molecules HLA de types suivants : A2, A3, All, A24, A29, B7, B27, B35, B44, ou 
B51, lesdits epitopes etant les suivants : 

- (46)RRE V YDF AFR(5 5 ) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B27, 
10 - (49) VYDF AFRDL(5 7) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (50)YDFAFRDL(57) se liant de fa£on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (52)FAFRDLCIV(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, B35, B51, 
ouB7, 

- (54)FRDLCIVYR(62) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1, 
15 - (59)IVYRDGNPY(67) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A3, ou AIL 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine E6 
de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu f il correspond au fragment de 29 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 80 et 108 de la 
sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par 

20 la sequence peptidique SEQ ID NO : 8 suivante : 

(80)ISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLI(108) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de facpon stable a Tune au moins des 10 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A24, A29, B7, B18, B35, B44, ou 
B51, lesdits epitopes etant les suivants : 

25 - (80)ISEYRHYCY(88) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type Al, ou B18, 

- (81)SEYRHYCY(88) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (87)CYSLYGTTL(95) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (94)TLEQQ YNK( 101) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1, 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou 
30 B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, B35, ou 
B51. 

L'invention a plus particulierement pour objet le fragment polyepitopique de la 
proteine E6 de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
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fragment de 22 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 118 et 
139 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant 
caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 10 suivante : 

(1 18)CPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRW(139) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fapon stable a Tune au moins des 7 
molecules HLA de types suivants : A24, B8, B18, B27, B35, B44, ou B51, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

(118) CPEEKQRHL(126) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 

(1 19) PEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B44, 

(127) DKKQRFHNI(135) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, 

(128) KKQRFHNIR(136) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

(130) QRFHNIRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

(131) RFHNIRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A24. 

L'invention conceme egalement les fragments polyepitopiques de la proteine E7 
de HPV tels que dermis ci-dessus, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence 
peptidique d'environ 15 a 30 acides amines, cette sequence peptidique contenant les 
sequences en acides amines d'au moins 3 epitopes differents, et de preference d'au 
moins 4 epitopes differents se liant de fapon stable a des molecules HLA de type 
identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 

de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 4 

molecules HLA de differents types, et de preference au moins 5 molecules HLA de 

differents types se lient a ces epitopes, ces 4 ou 5 molecules HLA etant choisies parmi 

celles de type Al, A2, A3, Al 1, A29, B7, B18, B35, B44, et B62. 

' Avantageusement, les fragments polyepitopiques de la proteine E7 selon 

l'invention, sont tels que le nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est 

superieur ou egal a 17, et inferieur ou egal a 23. 

Avantageusement encore, les fragments polyepitopiques de la proteine E7 de 

HPV susmentionne, sont caracterises en ce qu'ils comprennent tous un epitope se liant a 

la molecule HLA de type B44. 

L'invention a plus particulierement pour objet le fragment polyepitopique de la 
proteine E7 de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
fragment de 23 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 3 et 25 
de la sequence peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant 
caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 14 suivante : 
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(3)GDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCY(25) 
ledit fragment contenant 5 epitopes se liant de fa^on stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A2, B18, B35, B44, ou B62, lesdits epitopes 
etant les suivants : 

5 - (3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (5)TPTLHEYML(13) se liant de fa<jon stable aux molecules HLA de type B35, 

- (1 1)YMLDLQPETT(20) se liant de faq;on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (1 5)LQPETTDLY(23) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (16)QPETTDLYCY(25) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al, ou B18. 
10 L'invention concerne egalement le fragment polyepitopique de la proteine E7 de 

HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 44 et 60 de la 
sequence peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par 
la sequence peptidique SEQ ID NO : 16 suivante : 
1 5 (44)Q AEPDRAHYNIVTFCCK(60) 

ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de facpon stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A29, B7, B18, B35, ou B44, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

- (44)QAEPDRAHY(52) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type Al, ou B18, 
20 - (45)AEPDRAHY(52) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (46)EPDRAHYNIV(55) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 

- (53)NIVTFCCK(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1. 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine E7 
de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 19 
25 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 79 et 97 de la 

sequence peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par 
la sequence peptidique SEQ ID NO : 18 suivante : 

(79)LEDLLMGTLGIVCPICSQK(97) 
ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 5 
30 molecules HLA de types suivants : A2, A3, Al 1, A29, ou B44, lesdits epitopes etant les 

suivants : 

- (79)LEDLLMGTL(87) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (82)LLMGTLGIV(90) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (86)TLGIVCPI(93) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
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- (89)IVCPICSQK(97) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou AIL 

L'invention a egalement pour objet les fragments polyepitopiques de la proteine 
p53 humaine caracterises en ce qu ! ils comprennent une sequence peptidique d'environ 
20 a environ 35 acides amines, cette derniere contenant les sequences en acides amines 
5 d'au moins 3 epitopes differents se liant de fa<?on stable a des molecules HLA de type 

identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 
de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 3 
molecules HLA de differents types soient reconnues par lesdits epitopes et se lient a ces 
derniers, ces 3 molecules HLA etant choisies parmi celles de type Al, A2, A3, A24, B7, 

10 B8, B27, B35, B44, et B62. 

L'invention concerne egalement les fragments polyepitopiques de la proteine p53 
humaine susmentionnes, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence peptidique 
d'environ 20 a environ 35 acides amines, cette derniere contenant les sequences en 
acides amines d'au moins 5 epitopes differents, et de preference d'au moins 6 epitopes 

15 differents se liant a des molecules HLA de type identique ou different, de sorte qu'au 

moins 3 molecules HLA de differents types, et de preference au moins 4 molecules 
HLA de differents types soient reconnues par lesdits epitopes et se lient a ces derniers, 
ces 3 ou 4 molecules HLA etant choisies parmi celles de type A2, A24, B27, B35, B44, 
et B62. 

20 L'invention a plus particulierement pour objet le fragment polyepitopique de la 

proteine p53 humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
fragment de 32 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 106 et 
137 de la sequence peptidique de la proteine p53, ou au fragment de 36 acides amines 
delimite par les acides amines aux positions 102 et 137 de ladite sequence peptidique, 

25 ce dernier fragment etant caracterise par la sequence peptidique suivante: 

( 1 02)T YQGS YGFRLGFLHSGTAKS VTCTYSP ALNKMFCQL( 1 3 7) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa?on stable a Time au moins des 4 
molecules HLA de types suivants : A2, A24, B35, ou B62, lesdits epitopes etant les 
suivants : 

30 - ( 1 02)TYQGS YGFRL( 1 1 1) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (105)GSYGFRLGFL(1 14) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (106)SYGFRLGFL(1 14) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (1 18)TAKSVTCTY(126) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (125)TYSPAiNKMF(134) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A24, 
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- (129)ALNKMFCQL(137) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B35. 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine p53 
humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu ! il correspond au fragment de 21 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 149 et 169 de la 
5 sequence peptidique de la proteine p53, et caracterise par la sequence peptidique 

suivante: 

( 1 49)STPPPGTRVRAMAIYKQSQHM( 1 69) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa<?on stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : A2 5 A3, A24, B27, B35, ou B62, lesdits epitopes 
10 etant les suivants : 

- (149)STPPPGTRV(157) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A2 5 

- (152)PPGTRVRAM(160) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (155)TRVRAMAIYK(164) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (156)RVRAMAJY(163) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 
15 - (156)RVRAMAIYK(164) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, 

- (162)IYKQSQHM(169) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A24. 

Uinvention concerne egalement le fragment polyepitopique de la proteine p53 
humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 26 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 187 et 212 de la 

20 sequence peptidique de la proteine p53, ou au fragment de 34 acides amines delimite 

par les acides amines situes aux positions 187 et 220 de ladite sequence peptidique, ce 
dernier fragment etant caracterise par la sequence peptidique suivante: 

( 1 87)GLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHS WVPY(220) 
ledit fragment contenant 11 epitopes se liant de fa?on stable a Tune au moins des 7 

25 molecules HLA de types suivants : Al, A2, A24, B7, B8, B27, ou B44, lesdits epitopes 

etant les suivants : 

- (187)GLAPPQHLIRV(197) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (189)APPQHLIRV(197) se liant de fa£on stable aux molecules HLA de type B7, 

- (195)IRVEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 
30 - (196)RVEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (197)VEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (201)LRVEYLDDR(209) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (203)VEYLDDRNTF(212) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (204)EYLDDRNTF(2 1 2) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 
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- (210)NTFRHSVVV(218) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (21 1)TFRHSVVV(218) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (212)FRHSVVVPY(220) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B27. 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine p53 
5 humaine tel que defmi ci-dessus 5 caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 18 

acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 226 et 243 de la 
sequence peptidique de la proteine p53 5 et caracterise par la sequence peptidique 
suivante: 

(226)GSDCTTIHYNYMCNSSCM(243) 
10 ledit fragment contenant 3 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 3 

molecules HLA de types suivants : Al, A24, ou B44, lesdits epitopes etant les suivants : 

- (226)GSDCTTIHY(234) se liant de fa ? on stable aux molecules HLA de type Al, 

- (227)SDCTTIHYNY(236) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B44 5 

- (235)NYMCNSSCM(243) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24. 

15 L'invention conceme egalement le fragment polyepitopique de la proteine p53 

humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 25 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 249 et 273 de la 
sequence peptidique de la proteine p53, ou au fragment de 26 acides amines delimite 
par les acides amines situes aux positions 248 et 273 de ladite sequence peptidique, ou 

20 au fragment de 33 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 248 

et 280 de ladite sequence peptidique, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique suivante: 

(248)RRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGR(280) 
ledit fragment contenant 8 epitopes se liant de fa?on stable a Tune au moins des 6 

25 molecules HLA de types suivants : A2, B7, B27, B35, B44, ou B62, lesdits epitopes 

etant les suivants : 

- (248)RRPILTIITL(257) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27 5 

- (249)RPILTIITL(257) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35 et B7, 

- (255)ITLEDSSGN(263) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
30 - (257)LEDSSGNLL(265) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (263)NLLGRNSF(270) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (264)LLGRNSFEV(272) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (266)GRNSFEVR(273) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27 5 

- (272)VRVCACPGR(280) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27. 
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L'invention concerne egalement les sequences peptidiques derivees des fragments 
polyepitopiques susmentionnes de la proteine E6 ou E7, ou de la proteine p53, 
notamment ; 

- par substitution, et/ou suppression, et/ou addition d'un ou plusieurs acides 
5 amines, des fragments susmentionnes, et/ou 

- par modification d'au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine 
peptidique des fragments susmentionnes, notamment par introduction d'une liaison du 
type retro, ou retro-inverso, et/ou 

- par substitution d'au moins un acide amine de la chaine peptidique de la 
10 sequence ou du fragment susmentionnes, par un acide amine non proteinogenique, 

lesdites sequences derivees contenant des peptides ou pseudopeptides se liant 
specifiquement a la ou aux memes molecules du CMH que celles se liant aux peptides 
contenus dans les fragments polyepitopiques susmentionnes dont elles derivent. 

Par sequence derivee par introduction d'une liaison retro-inverso, il faut 
15 entendre tout analogue peptidique d'un fragment susmentionne, ledit analogue etant 

constitue d'une chaine peptidique dans laquelle l'un au moins des residus d'une part 
est lie a au moins un residu voisin par une liaison -NH-CO-, et d' autre part, est de 
chiralite opposee a celle de ce meme residu aminoacyle dans la chaine peptidique du 
peptide parent (a savoir du fragment susmentionne dont elle derive). 
20 Par sequence derivee par introduction d'une liaison retro, il faut entendre tout 

analogue peptidique d'un fragment susmentionne, ledit analogue etant constitue d'une 
chaine peptidique dans laquelle l'un au moins des residus, est lie a au moins un residu 
voisin par une liaison -NH-CO-, la chiralite de la totalite des residus aminoacyles 
impliques dans au moins une liaison -NH-CO- etant conservee par rapport aux residus 
25 correspondant de la chaine peptidique du peptide parent. 

II va de soi que les liaisons -CO-NH- et -NH-CO- doivent etre prises en compte 
dans ce qui precede, dans le sens de la chaine peptidique parente allant de l'extremite 
aminoterminale (N-terminale) vers l'extremite carboxyterminale (C-terminale). 

Par "acide amine proteinogenique", on entend, dans ce qui precede, tout acide 
30 amine entrant dans la constitution d'une proteine ou d'un peptide naturel. 

Par "acide amine non proteinogenique", on entend par opposition a la definition 
precedente, tout acide amine n' entrant pas dans la constitution d'une proteine ou d'un 
peptide naturel. On entend plus particulierement par "acide amine non 
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proteinogenique", tout acide amine dont le carbone portant la chaine laterale R, a 
savoir le groupe -CHR-, situe entre -CO- et -NH- dans la chaine peptidique naturelle, 
est remplace par un motif n'entrant pas dans la constitution d'une proteine ou d'un 
peptide naturel. 

L' invention a plus particulierement pour objet les sequences derivees telles que 
decrites ci-dessus, caracterises en ce que l'une au moins des liaisons peptidiques -CO- 
NH- de la chaine peptidique du peptide parent est remplacee par une liaison differente 
de la liaison -CO-NH-, ladite liaison differente etant notamment choisie parmi les 
suivantes : 



-CH2-NH- 

-CH 2 -CH 2 - 

-CO-CH 2 - 

-CH2-O- 

-CHOH-CH 2 - 

-CHOH-CHOH- 

-CH = CH- 

-CHCN-NH- 

-S-CH 2 - 

-CH 2 -S- 

-CS-NH- 
-P0 2 -NH- 

-CHOH- 
-NH-CO-NH- 

-CH CH- 

\ / 

o 



(methylene amino) ; 
(carba) ; 

(cetomethylene) ; 

(methylene-oxy) ; 

(hydroxyethylene) ; 

(di-hydroxyethylene) ; 
(E ou Z olefine) ; 
(cyanomethylene amino) ; 
(thiomethylene) ; 

(methylene thio) ; 

(thioamide) ; 
(phosphonamide) ; 

(hydroxymethylene) ; 
(uree) ; 

(oxirane) ; 



-C N- (tetrazole) ; 

// \ 
N 

\ J 
N 

-CH2-CO-NH- (P-homologation) ; 

-CHOH-CH2-NH- (hydroxyethylene amino) 



WO 00/75336 



PCT/FR00/01513 



-CO-NH-NH- (hydrazino) . 

L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant pour un 
fragment polyepitopique de la proteine E6 ou E7, ou pour une sequence peptidique 
derivee, tels que definis ci-dessus, lesdites sequences nucleotidiques etant issues de la 
5 sequence SEQ ID NO : 1 codant pour la proteine E6, ou de la sequence SEQ ID NO : 

1 1 codant pour la proteine E7. 

A ce titre, Tinvention a plus particulierement pour objet les sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus, choisies parmi les suivantes: 

- la sequence SEQ ID NO : 3, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 4 
10 susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ED NO : 5, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 6 
susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ED NO : 7, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 8 
susmentionne de la proteine E6, 

15 - la sequence SEQ ED NO : 9, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 10 

susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ED NO : 13, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 14 
susmentionne de la proteine E7, 

- la sequence SEQ ED NO : 15, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 16 
20 susmentionne de la proteine E7, 

- la sequence SEQ ID NO : 17, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 18 
susmentionne de la proteine E7. 

L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant pour un 
fragment polyepitopique de la proteine p53, ou pour une sequence peptidique derivee, 

25 tels que definis ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet tout vecteur, notamment plasmide, cosmide ou 
phage, contenant au moins une sequence nucleotidique susmentionnee placee sous le 
controle des elements necessaires a la transcription de ladite sequence, notamment sous 
le controle d'un promoteur et d'un terminateur de transcription. 

30 L'invention conceme egalement les cellules hotes, notamment bacteries, virus, 

levures, cellules eucaryotes, transformees a l'aide d'un vecteur susmentionne selon 
l'invention, de maniere a integrer de fa9on stable dans leur genome ou a maintenir de 
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maniere stable dans leur cytoplasme, au moins une sequence nucleotidique selon 
l 1 invention. 

L' invention concerne egalement tout vecteur comprenant un ou plusieurs 
fragments polyepitopiques et/ou une ou plusieurs sequences peptidiques derivees tels 
5 que definis ci-dessus, ou tout vecteur comprenant une ou plusieurs sequences 

nucleotidiques susmentionnees, lesdits vecteurs etant choisis parmi ceux capables 
d' assurer une protection desdits fragments ou sequences nucleotidiques dans 
l'organisme et/ou leur penetration dans les cellules de l'organisme. 

Dans le cas de 1' utilisation de fragments polyepitopiques et/ou de sequences 
10 peptidiques derivees susmentionnes, de tels vecteurs sont choisis parmi les acides gras 

(dans le cadre de la preparation de lipopeptides), les liposomes etc. 

A ce titre, T invention a plus particular ement pour objet tout lipopeptide 
caracterise en ce qu'il comprend: 

- une partie peptidique comprenant un ou plusieurs fragments proteiques 
15 polyepitopiques choisis parmi ceux definis ci-dessus, ou toute sequence peptidique 

derivee desdits fragments telle que definie ci-dessus, 

- et une ou plusieurs parties lipophiles, avantageusement choisies parmi celles 
comprenant : 

* une chaine hydrocarbonee en C4 a C20, saturee ou insaturee, lineaire ou 
20 ramifiee, 

* ou un groupe steroi'de, le cas echeant lie a la chaine hydrocarbonee 
susmentionnee, 

lesdites parties lipophiles etant eventuellement associees a un court peptide 
vecteur (pour former ainsi des motifs lipopeptidiques vecteurs) comportant une ou 
25 plusieurs fonctions ionisees a pH physiologique, et une fonction permettant la fixation 

covalente de ladite chaine hydrocarbonee et/ou dudit groupe stero'fde. 

Par partie lipophile, dans ce qui precede et ce qui suit, on entend toute molecule 
lipophile, insoluble dans Teau, permettant, lorsqu'elle est liee a la partie peptidique 
definie ci-dessus, un passage intracellulaire passif du lipopeptide obtenu, grace aux 
30 proprietes hydrophobes de ladite molecule. Avantageusement le lipopeptide resultant de 

la liaison de la partie lipophile a la partie peptidique, est soluble dans Teau. 

De preference, la chaine hydrocarbonee des parties lipophiles, est choisie parmi 
celles de : 
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- l'acide palmitique, 

- l'acide oleique, 

- l'acide linoleique, 

- l'acide linolenique. 

De preference egalement, le groupe stero'ide de la ou des parties lipophiles, est 
choisi parmi les derives du cholesterol tel que l'acide cholest-5-enyl-3-oxy acetique, ou 
l'acide cholest-5-enyl-3-oxycarbonique. 

L'invention a plus particulierement pour objet tout lipopeptide tel que decrit ci- 
dessus, caracterise en ce que la ou les parties lipophiles sont liees de fa<?on covalente a 
un ou plusieurs acides amines de la partie peptidique. 

Avantageusement, la ou les parties lipophiles sont liees de fa?on covalente a la 
fonction aNH2 ou sNH/j d'une lysine situee en position N-terminale ou C-terminale de 

la partie peptidique, ou a la fonction thiol d'une cysteine, ou a toute fonction amino, 
alcool ou thiol eventuellement ajoutee au peptide avec un espaceur simple. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour objet tout lipopeptide tel que 
defini ci-dessus, dans lequel la ou les parties lipophiles sont representees par un groupe 

N a -acetyl-Lysine N s (palmitoyl) (encore designe par l'abreviation Ac-K(Pam)). 

La presente invention a egalement pour objet, des micelles ou micro-agregats d'un 
ou plusieurs lipopeptides differents definis ci-dessus. 

Avantageusement, lesdits micelles ou micro-agregats ont une taille inferieure a 
environ l|im. 

De preference, les micelles ou micro-agregats selon l'invention, sont tels 
qu'obtenus par dispersion desdits lipopeptides dans une solution d'acide acetique 
concentree a environ 80%, ou tout autre solvant capable d'assurer une dispersion 
moleculaire des lipopeptides en solution. 

Dans le cas de Tutilisation de sequences nucleotidiques definies ci-dessus selon 
l'invention, les vecteurs susmentionnes sont choisis parmi les virus, notamment les 
retrovirus, les adenovirus et les virus associes (AAV Adeno Associated Virus). 

L'invention a egalement pour objet les anticorps diriges contre les fragments 
proteiques polyepitopiques ou les epitopes ou leurs sequences peptidiques derivees (ou 
analogues) tels que definis ci-dessus, lesdits anticorps etant tels qu'obtenus par 
immunisation d'un animal avec au moins un des complexes susmentionnes, lesdits 
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anticorps etant susceptibles de former un complexe avec ces fragments polyepitopiques 
ou ces epitopes ou leurs analogues. 

Les anticorps selon Tinvention sont des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux susmentionnes sont obtenus par immunisation d'un 
5 animal avec au moins un fragment proteique polyepitopique ou un epitope ou un 

analogue selon Tinvention, suivie de la recuperation des anticorps recherches sous 
forme purifiee, par prelevement du serum dudit animal, et separation desdits anticorps 
des autres constituants du serum, notamment par chromatographic d'affinite sur une 
colonne sur laquelle est fixee un antigene specifiquement reconnu par les anticorps, 
10 notamment un fragment proteique polyepitopique ou un epitope ou un analogue selon 

Tinvention. 

Les anticorps monoclonaux selon Tinvention peuvent etre obtenus par la technique 
des hybridomes dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, (ou des 

15 cellules en culture dans le cadre d'immunisations in vitro) avec un fragment proteique 

polyepitopique ou un epitope ou un analogue selon Tinvention, contre lesquels les 
lymphocytes B de Tanimal sont alors capables de produire des anticorps. Ces 
lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionnes avec des cellules 
myelomateuses "immortelles" (notamment murines) pour donner lieu a des hybridomes. 

20 A partir du melange heterogene des cellules ainsi obtenu, on effectue alors une selection 

des cellules capables de produire un anticorps particulier et de se multiplier 
indefiniment. Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clones, chacun 
conduisant a la production d'un anticorps monoclonal dont les proprietes de 
reconnaissance vis-a-vis du fragment proteique polyepitopique ou epitope ou analogue 

25 de Tinvention pourront etre testees par exemple en ELISA, par immunotransfert en une 

ou deux dimensions, en immunofluorescence, ou a Taide d'un biocapteur. Les anticorps 
monoclonaux ainsi selectionnes, sont par la suite purifies notamment selon la technique 
de chromatographic d'affinite decrite ci-dessus. 

L'invention concerne egalement Tutilisation d'un ou plusieurs anticorps 

30 susmentionnes pour la mise en ceuvre d'une methode de diagnostic in vitro des 

pathologies susmentionnees. 

A ce titre Tinvention a egalement pour objet des trousses ou kits comprenant 
lesdits anticorps, pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic telle que definie 
ci-dessus. 
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L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, ou vaccins, 
caracterises en ce qu'ils comprennent : 
* a) 

- au moins un fragment polyepitopique de la proteine E6 ou E7 tel que defmi ci- 
5 dessus, 

- et/ou au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que definie 
ci-dessus, 

- et/ou au moins un vecteur approprie, notamment des lipopeptides et/ou micelles 
defmis ci-dessus, contenant au moins un fragment polyepitopique susmentionne de la 

10 proteine E6 ou E7, et/ou au moins une sequence derivee susmentionnee de ces 

fragments, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
ledit fragment proteique polyepitopique et/ou sa sequence derivee etant le cas 
echeant associes a un ou plusieurs autres epitopes exogenes reconnus par des cellules T 
15 auxiliaires (encore designes epitopes CD4 ou T helper), lesdits epitopes etant choisis 

notamment parmi les suivants : 

. le fragment peptidique delimite par les acides amines situes aux positions 
830 et 846 de la sequence peptidique de la toxine tetanique, ledit fragment repondant a 
la formule suivante : QYIKANSKFIGITELKK, 
20 . l'hemagglutinine (Prevost-Blondel et al., 1995, J. Virol., 62, n°12, pp 8046- 

8055), 

. Tepitope PADRE (Alexander et al., 1994, Immunity, 1, 751). 
*ou b) 

- au moins une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, codant pour un 
25 fragment polyepitopique susmentionne de la proteine E6 ou E7, 

- et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique 
derivee de ce fragment, telle que definie ci-dessus, 

les sequences nucleotidiques susmentionnees pouvant etre utilisees nues, en tant 
que minigenes, 

30 - et/ou au moins un vecteur approprie susmentionne, choisi notamment parmi les 

virus tels que definis ci-dessus, contenant au moins une sequence nucleotidique 
susmentionnee, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 



WO 00/75336 19 PCT/FR00/01513 

* ou c) 

- des anticorps definis ci-dessus, diriges contre un fragment polyepitopique de la 
proteine E6 ou E7, et/ou contre une sequence peptidique derivee de ces fragments, tels 
que definis ci-dessus, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

5 Avantageusement les compositions pharmaceutiques, ou vaccins, susmentionnes, 

se presentent sous une forme administrable par voie sous-cutanee, notamment a raison 
de plusieurs injections (avantageusement 3 injections) d'environ 500 \ig du fragment 
polyepitopique sous forme lipopeptidique, a environ un mois d'intervalle. 

L'invention a plus particulierement pour objet 1'utilisation de fragments 

10 polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 definis ci-dessus, ou de sequences peptidiques 

derivees susmentionnees, ou de sequences nucleotidiques definies ci-dessus, ou 
d ! anticorps susmentionnes, ou de lipopeptides definis ci-dessus, pour la preparation d'un 
medicament ou vaccin destine a la prevention ou au traitement de pathologies liees a 
Tinfection d'individus par les papillomavirus humains, telles que les neoplasies 

15 cervicales intraepitheliales (CENT), le cancer invasif du col de l'uterus, les neoplasies 

vulvaires intraepitheliales (VEST). 

L'invention conceme egalement les compositions pharmaceutiques, ou vaccins, 
caracterises en ce qu'ils comprennent : 
*a) 

20 - au moins un fragment polyepitopique de la proteine p53 tel que defini ci-dessus, 

- et/ou au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que definie 
ci-dessus, 

- et/ou au moins un vecteur approprie, notamment des lipopeptides et/ou micelles 
definis ci-dessus, contenant au moins un fragment polyepitopique susmentionne de la 

25 proteine p53, et/ou au moins une sequence derivee susmentionnee de ces fragments, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
ledit fragment proteique polyepitopique et/ou sa sequence derivee etant le cas 
echeant associes a un ou plusieurs autres epitopes exogenes reconnus par des cellules T 
auxiliaires (encore designes epitopes CD4 ou T helper), lesdits epitopes etant choisis 
30 notamment parmi ceux definis ci-dessus, 

* oub) 

- au moins une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, codant pour un 
fragment polyepitopique susmentionne de la proteine p53, 
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- et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique 
derivee de ce fragment, telle que defmie ci-dessus, 

les sequences nucleotidiques susmentionnees pouvant etre utilisees nues, en tant 
que minigenes, 

5 - et/ou au moins un vecteur approprie susmentionne, choisi notamment parmi les 

virus tels que definis ci-dessus, contenant au moins une sequence nucleotidique 
susmentionnee, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
* ou c) 

10 - des anticorps definis ci-dessus, diriges contre un fragment polyepitopique de la 

proteine p53, et/ou contre une sequence peptidique derivee de ces fragments, tels que 
definis ci-dessus, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 
L'invention a egalement pour objet l'utilisation : 

- d'au moins un fragment polyepitopique de la proteine p53, choisi parmi ceux 
15 definis ci-dessus, 

- et/ou d'au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que 
defmie ci-dessus, 

- ou d'au moins une sequence nucleotidique, telle que defmie ci-dessus, codant 
pour un fragment polyepitopique de la proteine p53, et/ou pour une sequence peptidique 

20 derivee de ce fragment, tels que definis ci-dessus, 

pour la preparation d'un medicament ou vaccin destine a la prevention ou au 
traitement des cancers, notamment les cancers du sein, du colon, du poumon, ou de la 
vessie. 

L'invention concerne egalement les peptides ou epitopes de la proteine E6 d'HPV 
25 choisis parmi les suivants : 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B51, 

- (21)QLCTELQTTI(30) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 

- (33)IILECVYCK(41) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type Al 1, 

30 - (35)LECVYCKQQL(44) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 

- (37)CVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (46)RREVYDFAFR(55) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (49) VYDF AFRDL(5 7) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (50)YDFAFRDL(57) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
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(52)FAFRDLCF/(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, B35, B51, 
(54)FRDLCIVYR(62) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 
(59)IVYRDGNPY(67) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 
(81)SEYRHYCY(88) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
(87)CYSLYGTTL(95) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A24, 

(94) TLEQQYNK( 101) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

(95) LEQQYNKPL(103) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
(101)KPLCDLLI(108) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B7, B35, B51, 

(118) CPEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 

(1 19) PEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B44, 

(127) DKKQRFHNI(135) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, 

(128) KKQRFHNIR(136) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

(130) QRFHNIRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

(131) RFHNIRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A24. 

L ! invention concerne egalement les peptides ou epitopes de la proteine E7 d T HPV 
choisis parmi les suivants : 

- (3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (5)TPTLHEYML(13) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B35, 

- ( 1 5)LQPETTDLY(23 ) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B62, 

- (16)QPETTDLYCY(25) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type Al, B18, 

- (45)AEPDRAHY(52) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (46)EPDRAHYNIV(55) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B7 ? ou B35, 

- (53)NIVTFCCK(60) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (79)LEDLLMGTL(87) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (89)IVCPICSQK(97) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, All. 

L'invention concerne egalement les sequences peptidiques derivees des peptides 
susmentionnes, lesdites sequences derivees, ou analogues, etant telles que definies ci- 
dessus dans le cadre des sequences derivees des fragments proteiques polyepitopiques 
susmentionnes. 

L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant pour les 
peptides des proteines E6 ou E7 susmentionnes, a savoir : 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 43 et 66 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (15)RPRKLPQL(22), 
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- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 52 et 78 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (18)KLPQLCTEL(26), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 55 et 78 de la 
sequence SEQ ID NO : 1 , codant pour (19)LPQLCTEL(26) ? 

5 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 61 et 90 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (21)QLCTELQTTI(30) 5 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 70 et 99 de la 
sequence SEQ ID NO : 1 , codant pour (24)TELQTTIHDI(33), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 97 et 123 de la 
10 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (33)IILECVYCK(41), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 103 et 132 de la 
sequence SEQ ID NO : 1 5 codant pour (35)LECVYCKQQL(44) ? 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 109 et 132 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (37)CVYCKQQL(44), 

15 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 136 et 165 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (46)RREVYDFAFR(55) ? 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 145 et 171 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (49)VYDFAFRDL(57), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 148 et 171 de la 
20 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (5 0) YDF AFRDL(5 7) , 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 154 et 180 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (52)FAFRDLCIV(60), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 160 et 186 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (54)FRDLCIVYR(62), 

25 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 175 et 201 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (59)IVYRDGNPY(67) ? 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 241 et 264 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (81)SEYRHYCY(88), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 259 et 285 de la 
30 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (87)CYRLYGTTL(95), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 280 et 303 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (94)TLEQQYNK(101), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 283 et 309 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (95)LEQQYNKPL(103), 
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- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 301 et 324 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (101)KPLCDLLI(108), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 352 et 378 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (1 18)CPEEKQRHL(126) 5 

5 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 355 et 378 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (1 19)PEEKQRHL(126), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 379 et 405 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (127)DKKQRFHNI(135) ? 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 382 et 408 de la 
10 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (128)KKQRFHNIR(136), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 388 et 417 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (130)QRFHNIRGRW(139), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 391 et 417 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (131)RFHNIRGRW(139), 

15 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 7 et 33 de la 

sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (3 )GDTPTLHE Y( 1 1), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 13 et 39 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (5)TPTLHEYML(13), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 43 et 69 de la 
20 sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (15 )LQPETTDL Y(23 ) , 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 46 et 75 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (16)QPETTDLYCY(25), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 133 et 153 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (45)AEPDRAHY(52), 

25 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 136 et 165 de la 

sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (46)EPDRAHYNIV(55), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 157 et 180 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (53)NIVTFCCK(60), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 235 et 261 de la 
30 sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (79)LEDLLMGTL(87), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 265 et 291 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (89)IVCPICSQK(97). 

L'invention a egalement pour objet les epitopes de la proteine p53 choisis parmi 
les suivants : 
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- ( 1 02)T YQGS YGFRL( 1 1 1) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (105)GSYGFRLGFL(1 14) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B35, 

- ( 1 06)S YGFRLGFL( 114) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (1 1 8)TAKSVTCTY(126) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B62, 

- (125)TYSPALNKMF(134) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (152)PPGTRVRAM(160) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B35, 

- (155)TRVRAMAIYK(164) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (156)RVRAMAIY(163) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B62, 

- (162)IYKQSQHM(169) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (195)IRVEGNLRVEY(205) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (197)VEGNLRVEY(205) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (201)LRVEYLDDR(209) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (203)VEYLDDRNTF(212) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (204)EYLDDRNTF(2 12) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (21 1)TFRHSVW(218) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (212)FRHSVWPY(220) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (227)SDCTTIHYNY(236) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (235)NYMCNSSCM(243) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (249)RPILTIITL(257) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B35, 

- (257)LEDSSGNLL(265) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (263)NLLGRNSF(270) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B62, 

- (266)GRNSFEVR(273) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (272)VRVCACPGR(280) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27. 

L'invention a egalement pour objet tout procede de preparation de fragments 
polyepitopiques, d'epitopes simples (peptides susmentionnes), ou de sequences derivees, 
par synthese peptidique classique en phase liquide ou en phase solide. 

En variante, les fragments polyepitopiques, epitopes simples, ou sequences 
peptidiques derivees, tels que definis ci-dessus selon l'invention, peuvent etre obtenus 
sous forme de polypeptides recombinants par transformation de cellules hotes 
appropriees telles que definies ci-dessus a l'aide de vecteurs contenant une sequence 
nucleotidique recombinante telle que definie ci-dessus selon l'invention, et recuperation, 
le cas echeant apres purification, du polypeptide recombinant code par ladite sequence 
nucleotidique et produit par les cellules hdtes susmentionnees. 
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REVENDICATIONS 

1. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 de HPV caracterises en ce 
qu'ils comprennent une sequence peptidique d 1 environ 15 a 30 acides amines, cette 

5 sequence peptidique contenant les sequences en acides amines d'au moins 3 epitopes 

differents se liant de facjon stable a des molecules HLA de type identique ou different, 
lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique de ladite sequence 
peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 4 molecules HLA de 
differents types se lient a ces epitopes, ces 4 molecules HLA etant choisies parmi celles 
10 de type Al, A2, A3, Al 1, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, B44, B51, et B62. 

2. Fragments polyepitopiques selon la revendication 1, caracterises en ce que le 
nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est superieur ou egal a 17, et 
inferieur ou egal a 30. 

15 

3. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 de HPV selon la revendication 1 
ou 2, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence peptidique d' environ 15 a 30 
acides amines, cette sequence peptidique contenant les sequences en acides amines d'au 
moins 5 epitopes differents se liant de facpon stable a des molecules HLA de type 

20 identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 

de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu ! au moins 6 
molecules HLA de differents types se lient a ces epitopes, ces 6 molecules HLA etant 
choisies parmi celles de type Al, A2, A3, All, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, B44, 
etB51. 

25 

4. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 de HPV selon Tune des 
revendications 1 a 3, caracterises en ce qu'ils comprennent tous un epitope se liant a la 
molecule HLA de type B35, un epitope se liant a la molecule HLA de type B44, et un 
epitope se liant a la molecule HLA de type B51. 

30 

5. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon Tune des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 30 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 15 et 44 de la sequence peptidique de 
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la proteine E6 de HPV, et caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 4 
suivante: 

( 1 5)RPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQL(44) 
ledit fragment contenant 9 epitopes se liant de facon stable a Tune au moins des 8 
5 molecules HLA de types suivants : A2, All, A29, B7, B8, B35, B44, ou B51, lesdits 

epitopes etant les suivants : 

- (15)RPRKLPQL(22) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 

- (18)KLPQLCTEL(26) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B5 1, 
10 - (21)QLCTELQTTI(30) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (29)TiHDIILRCV(38) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (33)IILECVYCK(41) se liant de facon stable aux molecules HLA de type Al 1, 

- (35)LECVYCKQQL(44) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
1 5 - (37)CVYCKQQL(44) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B8. 

6. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon l'une des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 62, ou au fragment de 22 acides 

20 amines delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 67 de la sequence 

peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 6 suivante : 

(46)RREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY(67) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de facon stable a l'une au moins des 10 

25 molecules HLA de types suivants : A2, A3, All, A24, A29, B7, B27, B35, B44, ou 

B51, lesdits epitopes etant les suivants : 

- (46)RREVYDF AFR(5 5) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (49) V YDF AFRDL(5 7) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (50)YDFAFRDL(57) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
30 - (52)FAFRDLCIV(60) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A2, B35, B51, 

ouB7, 

- (54)FRDLCrVYR(62) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1, 

- (59)IVYRDGNPY(67) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1. 
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7. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon l'une des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 29 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 80 et 108 de la sequence peptidique 
de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la sequence 
5 peptidique SEQ ID NO : 8 suivante : 

(8 0)ISEYRHYC YSLYGTTLEQQYNKPLCDLLI( 1 08) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fapon stable a l'une au moins des 10 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A24, A29, B7, B18, B35, B44, ou 
B51, lesdits epitopes etant les suivants : 
1 0 - (80)ISEYRHYCY(88) se liant de facon stable aux molecules HLA de type Al , ou B 1 8, 

- (81)SEYRHYCY(88) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (87)CYSLYGTTL(95) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (94)TLEQQYNK( 101) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1, 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, ou 
15 B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B7, B35, ou 
B51. 



8. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon l'une des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 22 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 118 et 139 de la sequence peptidique 
de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la sequence 
peptidique SEQ ID NO : 10 suivante : 

(1 18)CPEEKQRHLDKKQRFHNTRGRW(139) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de facon stable a l'une au moins des 7 
molecules HLA de types suivants : A24, B8, B18, B27, B35, B44, ou B51, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

- (1 18)CPEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 

- (1 19)PEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (127)DKKQRFHNI(135) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, 

- ( 1 28)KKQRFHNTR( 136) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (130)QRFHNTRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (131)RFHNTRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A24. 
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9. Fragments polyepitopiques de la proteine E7 de HPV selon la revendication 1 
ou 2, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence peptidique d f environ 15 a 30 
acides amines, cette sequence peptidique contenant les sequences en acides amines d'au 
moins 3 epitopes differents se liant de fa<?on stable a des molecules HLA de type 
identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 
de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 4 
molecules HLA de differents types se lient a ces epitopes, ces 4 molecules HLA etant 
choisies parmi celles de type Al, A2, A3, All, A29, B7, B18, B35, B44, et B62. 

10 Fragments polyepitopiques de la proteine E7 de HPV selon la revendication 9, 
caracterises en ce qu'ils comprennent tous un epitope se liant a la molecule HLA de type 
B44. 

11. Fragment polyepitopique de la proteine E7 de HPV selon Tune des 
revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu ! il correspond au fragment de 23 acides 
amines delimite par les acides amines situes aux positions 3 et 25 de la sequence 
peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 14 suivante : 

(3)GDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCY(25) 
ledit fragment contenant 5 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A2, B18, B35, B44, ou B62, lesdits epitopes 
etant les suivants : 

(3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B44, 
(5)TPTLHEYML(13) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B35, 
(1 1)YMLDLQPETT(20) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type A2, 

(1 5) LQPETTDLY(23) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B62, 

(16) QPETTDLYCY(25) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type Al, ou B18. 

12. Fragment polyepitopique de la proteine E7 de HPV selon Tune des 
revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 acides 
amines delimite par les acides amines situes aux positions 44 et 60 de la sequence 
peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 16 suivante : 

(44)QAEPDRAHYNIVTFCCK(60) 
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ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fapon stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A29, B7, B18, B35, ou B44, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

(44) QAEPDRAHY(52) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al, ou B18, 

(45) AEPDRAHY(52) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

(46) EPDRAHYNIV(55) se liant de faqxm stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 
(53)NIVTFCCK(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1. 

13. Fragment polyepitopique de la proteine E7 de HPV selon Tune des 
revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu f il correspond au fragment de 19 acides 
amines delimite par les acides amines situes aux positions 79 et 97 de la sequence 
peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 18 suivante : 

(79)LEDLLMGTLGIVCPICSQK(97) 
ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fapon stable a Tune au moins des 5 
molecules HLA de types suivants : A2, A3, All, A29, ou B44, lesdits epitopes etant les 
suivants : 

(79)LEDLLMGTL(87) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
(82)LLMGTLGIV(90) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
(86)TLGIVCPI(93) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
(89)IVCPICSQK(97) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al L 

14. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 selon Time des 
revendications 1 a 13, caracterises en ce qu'ils correspondent aux sequences peptidiques 
derivees des fragments polyepitopiques definis dans Tune des revendications 1 a 13, 
notamment ; 

- par substitution, et/ou suppression, et/ou addition d'un ou plusieurs acides 
amines, des fragments susmentionnes, et/ou 

- par modification d'au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chame 
peptidique des fragments susmentionnes, notamment par introduction d'une liaison du 
type retro, ou retro-inverso, et/ou 

- par substitution d'au moins un acide amine de la chaine peptidique de la 
sequence ou du fragment susmentionnes, par un acide amine non proteinogenique, 
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lesdites sequences derivees contenant des peptides ou pseudopeptides se liant 
specifiquement a la ou aux memes molecules du CMH que celles se liant aux peptides 
contenus dans les fragments polyepitopiques susmentionnes dont elles derivent. 

15. Sequences nucleotidiques codant pour un fragment polyepitopique ou pour 
une sequence peptidique derivee selon l'une des revendications 1 a 14, lesdites 
sequences nucleotidiques etant issues de la sequence SEQ ID NO : 1 codant pour la 
proteine E6, ou de la sequence SEQ ID NO : 1 1 codant pour la proteine E7. 

16 Sequences nucleotidiques selon la revendication 15, choisies parmi les 
suivantes: 

- la sequence SEQ ID NO : 3, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 4 
selon la revendication 5, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 6 
selon la revendication 6, 

- la sequence SEQ ID NO : 7, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 8 
selon la revendication 7, 

- la sequence SEQ ID NO : 9, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 10 
selon la revendication 8, 

- la sequence SEQ ID NO : 13, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 14 
selon la revendication 1 1, 

- la sequence SEQ ID NO : 15, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 16 
selon la revendication 12, 

- la sequence SEQ ID NO : 17, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 18 
selon la revendication 13. 

17. Anticorps, polyclonaux ou monoclonaux, diriges contre un fragment 
polyepitopique ou contre une sequence peptidique derivee selon Tune des 
revendications 1 a 14. 

18. Lipopeptide caracterise en ce qu'il comprend: 

- une partie peptidique comprenant un ou plusieurs fragments proteiques 
polyepitopiques, ou une sequence peptidique derivee desdits fragments, tels que definis 
dans l'une des revendications 1 a 14, 
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- et une ou plusieurs parties lipophiles, telles que celles comprenant : 

* une chaine hydrocarbonee en C4 a C20, saturee ou insaturee, lineaire ou 
ramifiee, 

* ou un groupe steroide, le cas echeant lie a la chaine hydrocarbonee 
5 susmentionnee, 

lesdites parties lipophiles etant eventuellement associees a un court peptide 
vecteur comportant une ou plusieurs fonctions ionisees a pH physiologique, et une 
fonction permettant la fixation covalente de ladite chaine hydrocarbonee et/ou dudit 
groupe steroide. 

10 

19. Composition pharmaceutique, ou vaccin, caracterises en ce qu f ils 
comprennent : 

* a) 

- au moins un fragment polyepitopique de la proteine E6 ou E7 defini dans Tune 
15 des revendication 1 a 13, 

- et/ou au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que definie 
dans la revendication 14, 

- et/ou au moins un vecteur approprie, notamment des lipopeptides selon la 
revendication 18 et/ou micelles, contenant au moins un fragment polyepitopique 

20 susmentionne de la proteine E6 ou E7, et/ou au moins une sequence derivee 

susmentionnee de ces fragments, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
ledit fragment proteique polyepitopique et/ou sa sequence derivee etant le cas 
echeant associes a un ou plusieurs autres epitopes exogenes reconnus par des cellules T 
25 auxiliaires, tels que le fragment peptidique delimite par les acides amines situes aux 

positions 830 et 846 de la sequence peptidique de la toxine tetanique, rhemagglutinine, 
ou l'epitope PADRE, 

* ou b) 

- au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 15 ou 16, codant 
30 pour un fragment polyepitopique susmentionne de la proteine E6 ou E7, 

- et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique 
derivee de ce fragment, telle que definie ci-dessus, 

- et/ou au moins un vecteur approprie susmentionne, choisi notamment parmi les 
virus, contenant au moins une sequence nucleotidique susmentionnee, 
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en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
* ou c) 

- des anti corps selon la revendication 17, diriges contre un fragment 
polyepitopique de la proteine E6 ou E7, et/ou contre une sequence peptidique derivee de 
5 ces fragments, tels que dermis ci-dessus. 

20. Utilisation de fragments polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 dermis dans 
l'une des revendications 1 a 13, ou de sequences peptidiques derivees selon la 
revendication 14, ou de sequences nucleotidiques selon la revendication 15 ou 16, ou 

10 d'anticorps selon la revendication 17, ou de lipopeptides selon la revendication 18, pour 

la preparation d'un medicament ou vaccin destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies liees a l'infection d'individus par les papillomavirus humains, telles que les 
neoplasies cervicales intraepitheliales (CIN), le cancer invasif du col de l'uterus, les 
neoplasies vulvaires intraepitheliales (VIN). 

15 

21. Epitopes de la proteine E6 d'HPV choisis parmi les suivants : 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B51, 

- (21)QLCTELQTTI(30) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 
20 - (33)IILECVYCK(41) se liant de facon stable aux molecules HLA de type Al 1, 

- (35)LECVYCKQQL(44) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 

- (37)CVYCKQQL(44) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B8, 

- (46)RREVYDFAFR(55) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (49) V YDFAFRDL(5 7) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

25 - (5 0) YDFAFRDL(5 7) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, B44,- 

- (52)FAFRDLCIV(60) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A2, B35, B51, 

- (54)FRDLCIVYR(62) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (59)IVYRDGNPY(67) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (81)SEYRHYCY(88) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
30 - (87)CYSLYGTTL(95) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (94)TLEQQ YNK( 101) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B7, B35, B51, 

- (1 18)CPEEKQRHL(126) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 
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- (1 19)PEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (127)DKKQRFHNI(135) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, 

- (128)KKQRFHNIR(136) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (130)QRFHNIRGRW(139) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B27, 
5 - (131)RFHNIRGRW(139) se liant de facon stable aux molecules HLA de type A24. 

22. Epitopes de la proteine E7 d'HPV choisis parmi les suivants : 

- (3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de facon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (5)TPTLHEYML(1 3) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B35, 
1 0 - (1 5)LQPETTDLY(23) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B62, 

- (16)QPETTDLYCY(25) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type Al, B18, 

- (45)AEPDRAHY(52) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (46)EPDRAHYNIV(55) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 

- (53)NTVTFCCK(60) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

1 5 - (79)LEDLLMGTL(87) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (89)IVCPICSQK(97) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, All. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> BIOVECTOR THERAPEUTICS 
INSERM 

<12 0> FRAGMENTS PROTEIQUES POLYEPITOPIQUES DE LA PROTEINE E6 
OU E7 DE HPV, LEUR OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS 
NOTAMMENT EN VACCINATION 

<130> WOB EPIT 2 

<140> 
<141> 

<150> FR 9907012 
<151> 1999-06-03 

<160> 18 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 477 
<212> ADN 

<213> Papillomavirus humain 

<220> 

<2*21> CDS 

<222> (1) . . (477) 

<400> 1 

atg cac caa aag aga act gca atg ttt cag gac cca cag gag cga ccc 4 8 

Met His Gin Lys Arg Thr Ala Met Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro 
1^5 10 15 

aga aag tta cca cag tta tgc aca gag ctg caa aca act ata cat gat 96 
Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie His Asp 
20 25 30 

ata ata tta gaa tgt gtg tac tgc aag caa cag tta ctg cga cgt gag 144 
lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu 
35 40 45 

gta tat gac ttt get ttt egg gat tta tgc ata gta tat aga gat ggg 192 
Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr Arg Asp Gly 
50 55 60 



aat cca tat get gta tgt gat aaa tgt tta aag ttt tat tct aaa att 240 

Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys lie 

65 70 75 80 

agt gag tat aga cat tat tgt tat agt ttg tat gga aca aca tta gaa 2 88 

Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu 

85 90 95 

cag caa tac aac aaa ccg ttg tgt gat ttg tta att agg tgt att aac 33 6 

Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie Arg Cys lie Asn 

100 105 110 
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tgt caa aag cca ctg tgt cct gaa gaa aag caa aga cat ctg gac aaa 384 

Cys Gin Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys 

115 120 125 

aag caa aga ttc cat aat ata agg ggt egg tgg acc ggt cga tgt atg 432 

Lys Gin Arg Phe His Asn lie Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met 
130 135 140 

tct tgt tgc aga tea tea aga aca cgt aga gaa acc cag ctg tga 477 

Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gin Leu 
145 150 155 



<210> 2 
<211> 158 
<212> PRT 

<213> Papillomavirus humain 
<400> 2 

Met His Gin Lys Arg Thr Ala Met Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro 
15 10 15 

Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie His Asp 
2 0 2 5 3 0 

lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu 
35 40 45 

Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr Arg Asp Gly 
50 55 60 

Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys lie 
65 70 75 80 

Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu 
85 90 95 

Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie Arg Cys lie Asn 
100 105 110 

Cys Gin Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys 
115 120 125 

Lys Gin Arg Phe His Asn lie Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met 
130 135 140 

Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gin Leu 
145 150 155 



<210> 3 
<211> 90 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (1) - . (90) 

<400> 3 

cga ccc aga aag tta cca cag tta 
Arg Pro Arg Lys Leu Pro Gin Leu 
1 5 

cat gat ata ata tta gaa tgt gtg 
His Asp lie lie Leu Glu Cys Val 
20 



tgc aca gag ctg caa aca act ata 48 
Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie 
10 15 

tac tgc aag caa cag tta 90 
Tyr Cys Lys Gin Gin Leu 
25 30 



<210> 4 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 4 

Arg Pro Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie 
1 5 10 15 

His Asp lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu 
20 25 30 



<210> 5 
<211> 66 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (66) 

<400> 5 

cga cgt gag gta tat gac ttt get ttt egg gat tta tgc ata gta tat 48 

Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr 
15 10 15 



aga gat ggg aat cca tat 66 
Arg Asp Gly Asn Pro Tyr 
20 



<210> 6 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 00/75336 



4 



PCT/FR00/01513 



de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 6 

Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr 
1 5 10 15 



Arg Asp Gly Asn Pro Tyr 
20 



<210> 7 

<211> 87 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (87) 



<400> 7 

att agt gag tat aga cat tat tgt tat agt ttg tat gga aca aca tta 4 8 
lie Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu 
1 5 10 15 



gaa cag caa tac aac aaa ccg ttg tgt gat ttg tta att 87 
Glu Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie 
20 25 



<210> 8 
<211> 29 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<22 3> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 8 

lie Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu 
15 10 15 

Glu Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie 
20 25 



<210> 9 
<211> 66 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 00/75336 



5 



PCT/FR00/01513 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (66) 

<400> 9 

tgt cct gaa gaa aag caa aga cat ctg gac aaa aag caa aga ttc cat 4 8 

Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His 

15 10 15 

aat at a agg ggt egg tgg 66 
Asn lie Arg Gly Arg Trp 
20 



<210> 10 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 10 

Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His 
1 5 10 15 

Asn lie Arg Gly Arg Trp 
20 



<210> 11 
<211> 297 
<212> ADN 

<213> Papillomavirus humain 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (297) 

<400> 11 

atg cat gga gat aca cct aca ttg cat gaa tat atg tta gat ttg caa 48 

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin 
I S 10 15 

cca gag aca act gat etc tac tgt tat gag caa tta aat gac age tea 96 
Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ser Ser 
20 25 30 

gag gag gag gat gaa ata gat ggt cca get gga caa gca gaa ccg gac 144 
Glu Glu Glu Asp Glu lie Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp 
35 40 45 

aga gec cat tac aat att gta ace ttt tgt tgc aag tgt gac tct acg 192 
Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr 
50 55 60 

ctt egg ttg tgc gta caa age aca cac gta gac att cgt act ttg gaa 240 
Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp lie Arg Thr Leu Glu 
65 70 75 80 
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gac ctg tta atg ggc aca eta gga att gtg tgc ccc ate tgt tct cag 288 
Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys Ser Gin 
8 5 90 95 

aaa cca taa 297 
Lys Pro 



<210> 12 

<211> 98 

<212> PRT 

<213> Papillomavirus humain 



<400> 12 

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu 
1 5 

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys 
20 

Glu Glu Glu Asp Glu lie Asp Gly 

35 40 



His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin 
10 15 

Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ser Ser 
25 30 

Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp 
45 



Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr 

50 55 60 

Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp lie Arg Thr Leu Glu 

65 70 75 80 

Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys Ser Gin 

85 90 95 



Lys Pro 



<210> 13 

<211> 69 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 



<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (69) 



<400> 13 

gga gat aca cct aca ttg cat gaa tat atg tta gat ttg caa cca gag 4 8 

Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu 
1 5 10 15 



aca act gat etc tac tgt tat 69 
Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr 
20 
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<210> 14 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 14 

Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu 
15 10 15 

Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr 
20 



<210> 15 
<211> 51 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (51) 

<400> 15 

caa gca gaa ccg gac aga gcc cat tac aat att gta acc ttt tgt tgc 48 

Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys 
15 10 15 

aag 51 
Lys 



<210> 16 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 16 

Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys 
1 5 10 15 

Lys 



<210> 17 
<211> 57 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (57) 

<400> 17 

ttg gaa gac ctg tta atg ggc aca eta gga att gtg tgc ccc ate tgt 48 

Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys 

15 10 15 

tct cag aaa 57 
Ser Gin Lys 



<210> 18 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 18 

Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys 
15 10 15 

Ser Gin Lys 
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(57) Abstract: The invention relates to the use of polyepitopic fragments of a determined protein in the production of medicaments 
{T^ for preventing or treating pathologies in which said protein is recognized by the cellular immune system. Said fragments are chosen 
f^) from E6 and E7 HPV proteins. The invention also relates to polyepitopic proteinic fragments of E6 and E7 HPV proteins, a method 

for the production and the use thereof in the field of vaccination. 

^? (57) Abrege : La presente invention a pour objet 1' utilisation de fragments polyepitopiques d'une proteine determinee pour la pre- 
paration de medicaments destines a la prevention ou au traitement de pathologies dans lesquelles ladite proteine est reconnue par le 
systeme immunitaire cellulaire, lesdits fragments polyepitopiques etant choisis parmi ceux des proteines E6 et E7 de HPV. L'inven- 
tion a egalement pour objet des fragments proteiques polyepitopiques des proteines E6 et E7 de HPV, leur procede d'obtention, et 
leurs utilisations, notamment dans le domaine de la vaccination. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2) (a) for the following reasons: 
Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



See supplemental sheet 
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3 □ 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . Q As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. (v~j No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
l^-l restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

Claims Nos. 1-4, 14-21 in part and 5 in full 

Remark on Protest |f^] The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

[ | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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1. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 5 (in full) 

Polyepitopic fragments of the HPV E6 protein binding in a stable manner with HLA 
molecules, defined by amino acids located in positions 1 5 and 44 of the HPV E6 protein ; 
nucleotidic sequences coding for said fragments, antibodies directed against said fragments 
and lipopeptides, pharmaceutical composition or vaccine containing them, and the use thereof 
in the preparation of a medicament. 

2. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 6 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 46 and 67 of 
the HPV E6 protein. 

3. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 7 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 80 and 108 of 
the HPV E6 protein. 

4. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 8 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 118 and 139 of 
the HPV E6 protein. 

5. Claims Nos. 1, 2, 9, 10, 14-21 (in part) and 1 1 (in full) 

The same, refering to the region defined by amino acids located in positions 3 and 25of the 
HPV E7 protein. 

6. Claims Nos. 1, 2, 9, 10, 14-21 (in part) and 12 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 44 and 60 of 
the HPV E7 protein. 

7. Claims Nos. 1, 2, 9, 10, 14-21 (in part) and 13 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 79 and 97 of 
the HPV E7 protein. 
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0 Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 
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SHALLY M ET AL: "THE E6 VARIANT PROTEINS 
E6I-E6IV OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16- 
EXPRESSION IN CELL FREE SYSTEMS AND 
BACTERIA AND STUDY OF THEIR INTERACTION 
WITH P53" 

VIRUS RESEARCH NL AMSTERDAM 

vol. 42, 1996, pages 81-96, XP000198411 

ISSN: 0168-1702 

page 85, colonne de gauche, dernier alinea 


1-5, 


X 


EP 0 523 391 A (BEHRINGWERKE AG) 
20 janvier 1993 (1993-01-20) 
page 7, SEQ ID NO: 4 
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WO 98 23635 A (UNIVERSITY OF QUEENSLAND; 
CSL LTD) 4 juin 1998 (1998-06-04) 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. | | Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. | | Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. { | Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre IK Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'ad ministration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 

voir feuille supplementai re 



1 . | I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 1 internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I 1 Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

1 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 03 



4. v Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les deiais par le deposant. En consequence, le present rapport 
de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n os 

revendications: 1-4, 14-21, parti ell ement et 5, completement. 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan . 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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L'admini strati on chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d'J inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti ell ement) et 5 (completement) 

Fragments polyepi topiques de la proteine E6 de HPV, se liant 
de fagon stable a des molecules HLA, delimite par les acides 
amines situes aux positions 15 et 44 de la proteine E6 de 
HPV; sequences nucleotidiques codant pour ces fragments, 
anti corps diriges contre ces fragments et lipopeptides, 
composition pharmaceutique ou vaccin les contenant, ainsi 
que leur utilisation pour la preparation d'un medicament. 



2. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti el 1 ement) et 6 (completement), 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 46 et 67 de la proteine E6 de 
HPV. 



3. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti el 1 ement) et 7 (completement) 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 80 et 108 de la proteine E6 de 
HPV. 



4. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti ell ement) et 8 (completement) 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 118 et 139 de la proteine E6 de 
HPV. 



5. revendi cations: 1,2,9,10, 

14-21 (parti ell ement) et 11 (completement) 



La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 3 et 25 de la proteine E7 de HPV. 



6. revendi cations: 1,2,9,10, 

14-21 (parti el 1 ement) et 12 (completement) 



La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 44 et 60 de la proteine E7 de 
HPV. 



7. revendi cations: 1,2,9,10, 

14-21 (parti ell ement) et 13 (completement) 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



La meme, se rapportant a la region deli mite par les acides 
amines situes aux positions 79 et 97 de la proteine E7 de 
HPV. 
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